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ﻣﻘﺪﻣﻪ 
    ﻓﺎﮐﺘﻮر رﺷﺪ اﭘﯿﺪرﻣﺎل، ﺳﻨﺘﺰ آﻧﺰﯾﻢ 3 ـ ﺑﺘﺎ ـ ﻫﯿﺪروﮐﺴ ــﯽ 
اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز)541.1.1.1.C.E( را ﺗﻨﻈﯿﻢ ﻣﯽﮐﻨﺪ و 
ﻣﮑﺎﻧﯿﺴﻢ اﯾﻦ ﮐﻨﺘﺮل ﺑﺨﻮﺑﯽ ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ ﺷﺪه اﺳﺖ)1(.  
    ﻣﺤﻘﻘـﺎن ﻧﺸـﺎن دادهاﻧـﺪ ﮐ ـــﻪ ﻓﻌــﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾــﻢ 3 ـ ﺑﺘــﺎ ـ 
ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز در ﺑﯿﻮﺳﻨﺘﺰ ﻫﻮرﻣﻮﻧﻬﺎی 
اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪی از اﻫﻤﯿﺖ زﯾﺎدی ﺑﺮﺧﻮردار اﺳﺖ)2(.  
    دو ﺳﯿﺴـﺘﻢ آﻧﺰﯾﻤـﯽ در ﺗﺒﺪﯾـﻞ آﻧﺰﯾﻤـﯽ ﮐﻠﺴـــﺘﺮول ﺑــﻪ 
ﭘﺮوژﺳﺘﺮون دﺧﺎﻟﺖ دارﻧــﺪ. ﺷـﺎﺧﻪ ﺟـﺎﻧﺒﯽ ﮐﻠﺴـﺘﺮول ﺑـﺎﯾﺪ 
ﺗﻮﺳﻂ ﯾ ــﮏ آﻧﺰﯾـﻢ ﺣـﺬف ﺷـﻮد ﺗـﺎ ﻣﻮﻟﮑـﻮل ﮐﻠﺴـﺘﺮول ﺑـﻪ 
ﭘﺮﮔﻨﻨﻮﻟﻮن ﺗﺒﺪﯾﻞ ﮔﺮدد.  
 
 
 
 
 
 
 
    آﻧﺰﯾﻤــﯽ ﮐــﻪ ﭘــﺮﮔﻨﻨﻮﻟــﻮن را در ﻣﺮﺣﻠــﻪ ﺑﻌــﺪی ﺑـــﻪ 
ﭘـﺮوژﺳـﺘﺮون ﺗﺒﺪﯾـﻞ ﻣﯽﮐﻨـﺪ ﺷـﺎﻣﻞ، 3 ـ ﺑﺘـﺎ ﻫﯿﺪروﮐﺴــﯽ 
اﺳـــﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿـــﺪروژﻧـــــﺎز، DAN اﮐﺴــــﯿﺪوردوﮐﺘﺎز 
)541.1.1.1.C.E( و 3 ـ ﮐﺘﻮاﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻟﺘﺎ 4 و5 اﯾﺰوﻣ ــﺮاز 
)1.3.3.5.C.E( اﺳﺖ ﮐﻪ ﺑ ــﻪ ﺻـﻮرت HDSH-B3 ﻧﻮﺷـﺘﻪ 
ﻣﯽﺷـﻮد)3(. در ﺳــﺎﻟﻬﺎی اﺧــﯿﺮ ﺗﻮزﯾــﻊ آﻧﺰﯾــﻢ 3 ـ ﺑﺘــﺎ ـ 
ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿــﺪروژﻧـﺎز در ﺑـﺎﻓﺖ ﻣﻐـﺰ و ﻏـﺪه 
ﻫﯿﭙﻮﻓﯿﺰ ﺗﻮﺳﻂ روﺷﻬﺎی اﯾﻤﻮﻧﻮﺷﯿﻤﯽ ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳ ــﯽ ﻗـﺮار 
ﮔﺮﻓﺘــﻪ ﮐــﻪ ﻧﺘ ــــﺎﯾﺞ آن در ﺷـــﻨﺎﺧﺖ ﻣﮑﺎﻧﯿﺴـــﻢ ﺳـــﻨﺘﺰ 
ﻧﻮرواﺳﺘﺮوﯾﯿﺪﻫﺎ اﻫﻤﯿﺖ ﻓﺮاواﻧﯽ داﺷﺘﻪ اﺳﺖ)4(.   
 
ﭼﮑﯿﺪه  
    3-ﺑﺘﺎ-ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ–دﻟﺘﺎ–5اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز، ﻣﻬﻤﺘﺮﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ ﮐﻠﯿﺪی در ﺑﯿﻮﺳﻨﺘﺰ ﻫﻮرﻣﻮﻧﻬﺎی اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪی اﺳﺖ ﮐـﻪ در
ﺗﺒﺪﯾﻞ ﭘﺮﮔﻨﻨﻮﻟﻮن ﺑﻪ ﭘﺮوژﺳﺘﺮون در ﻣﺴﯿﺮ ﺑﯿﻮﺳﻨﺘﺰ ﻫﻮرﻣﻮﻧﻬﺎی ﺟﻨﺴﯽ ﻧﻘﺶ دارد. اﯾﻦ ﮐﻤﭙﻠﮑﺲ آﻧﺰﯾﻤﯽ دوﻣﯿﻦ آﻧﺰﯾﻢ ﺷﺮﮐﺖ
ﮐﻨﻨﺪه در ﻣﺴﯿﺮ ﺑﯿﻮﺳﻨﺘﺰ ﻫﻮرﻣﻮﻧﻬﺎی اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪی اﺳﺖ ﮐﻪ در اﯾﻦ ﭘﮋوﻫﺶ ﯾﮏ روش ﺳﺎده ﺑﺮای اﻧﺪازهﮔ ــﯿﺮی ﻓﻌـﺎﻟﯿﺖ آن در
ﺑﯿﻀﻪ ﻣﻮش آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ اراﺋﻪ ﺷﺪه اﺳﺖ. ﺑﺮای اﻧﺠﺎم اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ ﻣﻘﺎدﯾﺮ زﯾﺎد ﭘﺮﮔﻨﻨﻮﻟﻮن ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ  ﻏﻠﻈﺘﻬﺎی ﻣﺘﻔﺎوت ﻫﻤﻮژﻧﻪ
ﺑﺎﻓﺖ ﺑﯿﻀﻪ ﻣﻮش آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ اﻧﮑﻮﺑﻪ ﺷﺪ. ﻣﺨﻠﻮط واﮐﻨﺶ ﺷﺎﻣﻞ ﭘﺮﮔﻨﻨﻮﻟﻮن، ﮐﻮآﻧﺰﯾﻢ ﻧﯿﮑﻮﺗﯿﻦآﻣﯿﺪ دیﻧﻮﮐﻠﺌﻮﺗﯿﺪ و اﯾﺰوﻧﯿ ــﺘﺮ
و ﺗﺘﺮازوﻟﯿﻢ در 051/0 ﻣﻮﻻر ﺑﺎﻓﺮ ﺗﺮﯾﺲ ﺑﺎ 8=HP و ﻫﻤﭽﻨﯿﻦ آﻧﺰﯾﻢ اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه از ﺑﯿﻀﻪ ﻣﻮش آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ ﺑـﻮد ﮐـﻪ ﺑـﻪ
ﻣﺪت 5/1 ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎی 73 درﺟﻪ اﻧﮑﻮﺑﻪ ﺷ ــﺪ و ﺟـﺬب ﻧـﻮری آن در ﻃـﻮل ﻣـﻮج 594 ﻧـﺎﻧﻮﻣﺘﺮ ﺗﻮﺳـﻂ اﺳـﭙﮑﺘﺮو ﻓﺘﻮﻣـﺘﺮ
اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﮔﺮدﯾﺪ. ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪه ﻧﺸﺎن داد ﮐﻪ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 3-ﺑﺘﺎ–ﻫﯿﺪروﮐﺴـﯽ اﺳـﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿـﺪروژﻧـﺎز از زﻣـﺎن و ﻏﻠﻈـﺖ
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻣﺤﻠﻮل آﻧﺰﯾﻤﯽ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺧﻄﯽ ﺗﺒﻌﯿﺖ ﻣﯽﮐﻨﺪ. ﻻزم ﺑﻪ ذﮐﺮ اﺳﺖ ﮐﻪ روش ﺑﻪ ﮐﺎر رﻓﺘ ــﻪ در اﯾـﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ ﺣﺴﺎﺳـﯿﺖ
ﮐﺎﻓﯽ ﺑﺮای اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ  اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز ﺑﯿﻀﻪ ﻣﻮش آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ را داﺷﺖ. 
          
ﮐﻠﯿﺪواژهﻫﺎ:   1 – 3-ﺑﺘﺎ-ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز   2 – ﺑﯿﻀﻪ ﻣﻮش   3 – اﺳﭙﮑﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮ 
اﯾﻦ ﻃﺮح ﭘﮋوﻫﺸﯽ ﺗﺤﺖ ﺣﻤﺎﯾﺖ ﻣﺎﻟﯽ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ ﺑﺎﺑﻞ اﻧﺠﺎم ﺷﺪه اﺳﺖ)ﺷﻤﺎره ﺛﺒﺖ: 99731( ﻫﻤﭽﻨﯿﻦ در ﺷﺸﻤﯿﻦ ﮐﻨﮕـﺮه ﺑﯿﻮﺷـﯿﻤﯽ در ﺗـﻬﺮان ﺳـﺎل 0831 و در
ﻧﻬﻤﯿﻦ ﮐﻨﮕﺮه ﺑﯿﻦاﻟﻤﻠﻠﯽ ﺑﯿﻮﺷﯿﻤﯽ در ﻫﻨﺪ ﺳﺎل 1831 و اراﺋﻪ ﮔﺮدﯾﺪه اﺳﺖ. 
I( داﻧﺸﯿﺎر ﮔﺮوه ﺑﯿﻮﺷﯿﻤﯽ، داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ و ﺧﺪﻣﺎت ﺑﻬﺪاﺷﺘﯽ ـ درﻣﺎﻧﯽ ﺑﺎﺑﻞ. 
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    ﻣﺤﻘﻘﺎن ﻣﺨﺘﻠﻔﯽ آﻧﺰﯾـﻢ HDSH-B3 را از ﻣﯿﺘﻮﮐﻨـﺪری و 
ﻣﯿﮑﺮوزوم ﺟﺪا ﮐ ــﺮده و ﺧﺼﻮﺻﯿـﺎت آن را ﻣـﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ 
ﻗـﺮار دادهاﻧـﺪ. در اﯾـﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت ﺑـﻪ ﻧﻘـﺶ آﻧﺰﯾـﻢ 3 ـ ﺑﺘــﺎ ـ 
ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز و ﭘﺮوژﺳﺘﺮون در ﻃﻨﺎب 
ﻧﺨﺎﻋﯽ ﻧﯿﺰ اﺷﺎره ﺷﺪه اﺳﺖ)5(. ﻫﻤﭽﻨﯿﻦ ﻣﺸــﺨﺺ ﺷـﺪ ﮐـﻪ 
ﻫﻮرﻣﻮن ﺗﺴﺘﻮﺳﺘﻮن ﺑﻄﻮر ﻣﺴﺘﻘﯿﻢ روی ﻏ ــﺪه آدرﻧـﺎل اﺛـﺮ 
ﮐـﺮده و ﺳـﺒﺐ ﻣـﻬﺎر ﻓﻌـﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾـﻢ 3 ـ ﺑﺘـﺎ ـ ﻫﯿﺪروﮐﺴ ــﯽ 
اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز ﻣﯽﮔﺮدد)6(. در ﯾ ــﮏ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ ﮐـﻪ اﺛـﺮ 
ﻣﻬﺎر ﮐﻨﻨﺪهﻫﺎ ﺑﺮ ﺗﺒﺪﯾﻞ ﭘﺮﮔﻨﻨﻮن و دﻫﯿﺪرواﭘﯽ آﻧﺪروﺳـﺘﺮون 
ﺗﻮﺳﻂ ﻫﻤﻮژﻧﻪ آﻧﺰﯾﻤﻬﺎی اﺳﺘﺮوژﻧﯿ ــﮏ ﺑﺮرﺳـﯽ ﺷـﺪه ﺑـﻮد، 
ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪ ﮐﻪ ﻫﻤﻮژﻧ ــﻪ ﺟﻔـﺖ اﻧﺴـﺎن، اﭘـﯽ اﻧﺪروﺳـﺘﯿﻦ 
دﯾﻮن را ﺑـﻪ اﻧﺪروﺳـﺘﯿﻦ دﯾـﻮن، ﺗﺴﺘﻮﺳـﺘﺮون و 71 ـ ﺑﺘـﺎ ـ 
اﺳﺘﺮادﯾﻮل و اﺳﺘﺮون و ﭘﺮﮔﻨﻨﻮﻟﻮن را ﺑﻪ ﭘﺮوژﺳ ــﺘﺮون و 5 
ـ آﻟﻔﺎ ﭘﺮوژﺳﺘﺮون ﺗﺒﺪﯾﻞ ﻣﯽﮐﻨﺪ)7(. ﻓﻌـﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾـﻢ 3 ـ ﺑﺘـﺎ ـ 
ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز از ﻃﺮﯾﻖ ﺗﺒﺪﯾـﻞ دﻫﯿـﺪرو 
اﻧﺪروﺳﺘﺮون ﺑﻪ ﭘﺮوژﺳﺘﺮون ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از اﺳـﭙﮑﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮ 
اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﻣﯽﺷ ــﻮد)8(. ﻧﺎرﺳـﺎﯾﯽ ﻓﻌـﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾـﻢ 3 ـ ﺑﺘـﺎ ـ 
ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿــﺪروژﻧـﺎز در ﮐﻮدﮐـﺎن ﻣﺒﺘـﻼ ﺑـﻪ 
ﮐﻠﺴـﺘﺎزﯾﺲ ﻣﺸـﺨﺺ ﺷـﺪه اﺳ ـــﺖ)9(. ﻣﺮﺣﻠــﻪ ﮐﻠﯿــﺪی در 
ﺑﯿﻮﺳﻨﺘﺰ ﻫﻮرﻣﻮﻧﻬﺎی اﺳ ــﺘﺮوﯾﯿﺪی ﺗﺒﺪﯾـﻞ اﺳـﺘﺮوﯾﯿﺪﻫﺎی 5ـ 
دﻟﺘﺎ ـ 3 ـ ﺑﺘﺎ ال ﺑﻪ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪﻫﺎی 4 ـ دﻟﺘﺎ ـ 3 ـ اﮐﺴﻮ ﺗﻮﺳﻂ 
ﮔﻨﺎدﻫـﺎ ﯾـﺎ ﻏـﺪد آدرﻧــﺎل اﺳــﺖ، ﻣــﺎﻧﻨﺪ ﭘــﺮوژﺳــﺘﺮون و 
آﻧﺪرواﺳﺘﺎت 4ـ ان و 3 و 71 دی ان )اﻧﺪروﺳﺘﯿﻦ دﯾﻮن ( ﮐﻪ 
از ﻧﻈﺮ ﺑﯿﻮﻟﻮژﯾﮑﯽ ﺑﺴﯿﺎر ﻓﻌﺎل ﺑﻮده و ﻣﯽﺗﻮاﻧﺪ ﭘﺲ از اﻧﺘﻘﺎل 
ﺑﻪ داﺧﻞ اﻧﺪروژنﻫﺎ، اﺳﺘﺮوژﻧﻬﺎ ﯾﺎ ﮐﻮرﺗﯿﮑﻮﺳﺘﺮوﯾﯿﺪﻫﺎ ﻋﻤﻞ 
ﮐﻨﺪ. اﯾﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺗﺒﺪﯾﻞ ﺗﻮﺳﻂ 2 آﻧﺰﯾﻢ ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺰ ﻣﯽﺷﻮد ﮐﻪ ﺑـﻪ 
ﺻﻮرت ﮐﻤﭙﻠﮑ ــﺲ اﺳـﺖ و ﺷـﺎﻣﻞ آﻧﺰﯾـﻢ 5 ـ دﻟﺘـﺎ ـ 3 ـ ﺑﺘـﺎ 
ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز   )15.1.1.1 .C E ( و 5 
ـ دﻟﺘـﺎ ـ 3 ـ اﮐﺴـﻮ اﺳـﺘﺮوﯾﯿﺪ اﯾﺰوﻣـﺮاز) 1.3.3.5 .C E ( 
ﻣﯽﺑﺎﺷﺪ. اوﻟﯿﻦ واﮐﻨــﺶ ﻧﯿﺎز ﺑــﻪ ﮐﻮآﻧﺰﯾ ــﻢ DAN دارد)01( 
ﻣﺤﻘﻘﺎن ﮔﺰارش ﮐﺮدهاﻧــﺪ ﮐــﻪ ﭘﺮوژﺳﺘﺮون ﺑﯿﺎن ژن آﻧﺰﯾﻢ 
3 ـ ﺑﺘﺎﻫﯿﺪروﮐﺴـﯽ اﺳ ـــﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿــﺪروژﻧــﺎز را ﺗﺤﺮﯾــﮏ 
ﻣﯽﮐﻨﺪ)11(. ﻫﺪف از اﻧﺠﺎم اﯾﻦ ﭘﮋوﻫﺶ دﺳﺖ ﯾ ــﺎﻓﺘﻦ ﺑـﻪ ﯾـﮏ 
روش ﺳﺮﯾﻊ و ﺣﺴﺎس ﺑﺮای اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﻓﻌ ــﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾـﻢ 3 ـ 
ﺑﺘﺎ ـ  ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳـﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿـﺪروژﻧـﺎز در ﺑـﺎﻓﺖ ﺑﯿﻀـﻪ 
ﻣﻮش آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ)taR( ﺑﻮده اﺳﺖ. ﺑﺪﯾــﻦ ﺗﺮﺗﯿـ ـــﺐ ﮐـــﻪ 
از ﯾــﮏ روش ﮐﺎﻟﺮﯾﻤﺘﺮﯾـﮏ ﺳﺎده ﺑﺮای اﻧﺪازهﮔﯿﺮی 3 ـ ﺑﺘﺎ ـ 
ﻫﯿﺪروﮐﺴـﯽ اﺳـﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿ ـــﺪروژﻧــﺎز در ﺑﯿﻀــﻪ ﻣــﻮش 
آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ.  
 
روش ﺑﺮرﺳﯽ 
    در اﯾﻦ ﺑﺮرﺳﯽ ﻣﻮادﺷﯿﻤﯿﺎﯾﯽ ﻣﻮرد ﻧﯿﺎز ﻋﺒﺎرت ﺑﻮدﻧﺪ از: 
ﭘﺮﮔﻨﻨﻮﻟﻮن)5 ـ ﭘﺮﮔﻨﻪ 3 ـ ﺑﺘ ـﺎ ـ ال 2 ـ اون( و ﺗﺴﺘﻮﺳـﺘﺮون، 
)71 ـ ﺑﺘﺎ ـ ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﻧﺪروﺳﺘﺎن ـ 4 ـ ان ـ 3 ـ اون( ﮐﻪ از 
ﻧﻤﺎﯾﻨﺪﮔﯽ ﺷﺮﮐﺖ ﺳﯿﮕﻤﺎ ﺧﺮﯾﺪاری ﺷﺪه ﺑﻮد و ﻧﯿﮑﻮﺗﯿﻦ آﻣﯿـﺪ 
آدﻧﯿﻦ دی ﻧﻮﮐﻠﺌﻮﺗﯿﺪ ﻧﻤ ــﮏ ﺳـﺪﯾﻢ)DAN(، ﻓـﺮم اﺣﯿـﺎ ﺷـﺪه 
ﻧﯿﮑﻮﺗﯿـﻦ آﻣﯿـﺪ آدﻧﯿـﻦ دی ﻧﻮﮐﻠﺌﻮﺗﯿـﺪ)HDAN( اﯾﺪوﻧﯿــﺘﺮو 
ﺗـﺘﺮازوﻟﯿﻢ ﮐﻠﺮاﯾـﺪ)TNI( و ﻓﻨـﺎزن ﻣﺘﻮﺳـــﻮﻟﻔﺎت)SMP( از 
ﻧﻤﺎﯾﻨﺪﮔﯽ ﺷﺮﮐﺖ ﻣﺮک ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪه ﺑﻮدﻧﺪ.  
    ﻣﻌﺮفﻫﺎی ﺑﻪ ﮐ ــﺎر ﺑـﺮده ﺷـﺪه در اﯾـﻦ ﺑﺮرﺳـﯽ ﻋﺒـﺎرت 
ﺑﻮدﻧﺪ از: 1- ﺑﺎﻓﺮ ﻓﺘﺎﻟﺪﯾﯿﺪ)001 ﻣﯿﻠﯽ ﻣﻮل4/3=HP( ﮐﻪ 02/5 
ﮔـﺮم از ﭘﺘﺎﺳـﯿﻢ ﻫﯿـﺪروژن ﻓﺘـﺎﻟﺪﯾﯿﺪ ﺑــﻪ 001 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿــﺘﺮ از 
اﺳﯿﺪﮐﻠﺮﯾﺪرﯾــــﮏ ﻧﺮﻣــﺎل و 5 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿﺘـــﺮ از ﺗﻮﺋﯿــــﻦ 02، 
اﺿﺎﻓــﻪ و  HP آن روی 4/3 ﺗﻨﻈﯿـﻢ ﮔﺮدﯾـﺪ و ﺣﺠـﻢ ﻧـﻬﺎﯾﯽ 
ﻣﺤﻠﻮل ﺗﻮﺳﻂ آب ﻣﻘﻄﺮ ﺑﻪ 005 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿﺘﺮ رﺳﺎﻧﺪه ﺷﺪ.  
    2- ﺑﺎﻓﺮ ﺗﺮﯾﺲ ـ اﺳـﯿﺪ ﮐﻠﺮﯾﺪرﯾـﮏ)51/0 ﻣـﻮﻻر، 8=HP(: 
DAN )editelcunid enineda edimanitociN(   
)5ﻣﯿﻠﯽﻣﻮل در ﻟﯿﺘﺮ(. 
    ـ ﺑـﺮای ﺗﻬﯿـﻪ ﻣﻌـﺮف رﻧﮕـﯽ 05 ﻣﯿﻠـﯽﮔ ـــﺮم اﯾﺪوﻧﯿــﺘﺮو 
ﺗـﺘﺮازوﻟﯿﻢ ﮐﻠﺮاﯾـﺪ، 51 ﻣﯿﻠـﯽﮔـﺮم ﻓﻨـﺎزن ﻣﺘﻮﺳــﻮﻟﻔﺎت و 1 
ﻣﯿﻠﯽﻟﯿﺘﺮ ﺗﻮﺋﯿﻦ 02 در 001 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿﺘﺮ از آب ﻣﻘﻄﺮ ﺣﻞ ﺷﺪ و 
از آن ﺑـﺮای رﺳـﻢ ﻣﻨﺤﻨـﯽ اﺳـﺘﺎﻧﺪارد اﺳـﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾ ــﺪ. در 
ﺷﺮاﯾﻂ اﻧﺪازهﮔﯿﺮی آﻧﺰﯾﻢ، ﭘﺲ از ﺣﺬف ﻓﻨﺎزن ﻣﺘﻮﺳﻮﻟﻔﺎت، 
ﻣﻌﺮف رﻧﮕﯽ در ﺷﯿﺸﻪﻫﺎی ﺗـﯿﺮه ﻧﮕـﻬﺪاری و ذﺧـﯿﺮه ﺷـﺪ. 
ﺑﺮای ﺗﻬﯿﻪ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا، ﭘﺮﮔﻨﻨﻮﻟﻮن در 5/0 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿﺘﺮ از ﻣﺤﻠﻮل 
دی ﻣﺘﯿﻞ ﻓﺮم آﻣﯿﺪ ﺣﻞ ﺷﺪ و ﻣﺤﻠﻮل ﻏﻠﯿﻆ ذﺧﯿﺮه ﺑﺎ ﻏﻠﻈــﺖ 
1 ﻣﯿﻠﯽﻣﻮل در 001 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿﺘﺮ از ﺑﺎﻓﺮ ﺗﺮﯾــﺲ )51/0 ﻣـﻮﻻر، 
8=HP( ﺗﻬﯿﻪ ﮔﺮدﯾﺪ. ﺣﯿﻮاﻧﺎت آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ در اﯾــﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ 
اراﺋﻪ ﯾﮏ روش ﺟﺪﯾﺪ ﺑﺮای اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ                                                                                                   دﮐﺘﺮ دردی ﻗﻮﺟﻖ 
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در ﻗﻔﺴﻪﻫﺎی ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ ﺑــﻪ ﺗﻌـﺪاد 6 ﺗـﺎﯾﯽ و درﺟـﻪ ﺣـﺮارت 
ﺣﺪود 5±32 درﺟﻪ و دورهﻫﺎی 21 ﺳﺎﻋﺖ روﺷ ــﻨﺎﯾﯽ و 21 
ﺳﺎﻋﺖ ﺗﺎرﯾﮑﯽ ﻧﮕﻬﺪاری ﻣﯽﺷـﺪﻧﺪ. در اﯾـﻦ ﺑﺮرﺳـﯽ ﺑﯿﻀـﻪ 
ﻣﻮﺷﻬﺎی آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ ﺻﺤﺮاﯾــﯽ ﺑﺎﻟﻎ)taR( ﭘﺲ از ﮐﺸـﺘﻪ 
ﺷﺪن از ﻃﺮﯾﻖ ﺑﯿﻬﻮﺷﯽ ﺑﺎ اﺗﺮ ﺧﺎرج ﻣﯽﺷﺪ و ﺣﺪود 2 ﺗـﺎ 4 
ﺑﯿﻀﻪ از ﻣﻮش آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ ﺑـﺎ وزن 5 ﻣﯿﻠـﯽﮔـﺮم در ﻟﻮﻟـﻪ 
آزﻣﺎﯾﺶ ﻗـﺮار داده ﻣﯽﺷـﺪ، ﺳـﭙﺲ در 5 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿـﺘﺮ از ﺑـﺎﻓﺮ 
ﺗﺮﯾﺲ- LCH)510/0 ﻣﻮﻻر ﺑﺎ 8=HP( ﻫﻤﻮژﻧﯿﺰه ﻣﯽﮔﺮدﯾﺪ 
و ﭘﺲ از ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ ﺑ ــﺎ دور 0054 در دﻣـﺎی ﺣـﺪود 01-5 
درﺟﻪ ﻣﺤﯿﻂ آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه )ﮐﻠﻤﻨﺖ 0002( ﻣﺤﻠﻮل روﯾﯽ ﺑـﺮای 
اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ 3 ـ ﺑﺘــﺎ اﺳـﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿـﺪروژﻧـﺎز 
ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﻣﯽﮔﺮﻓﺖ. 
    ـ اﻧـﺪازهﮔـﯿﺮی ﻓﻌـﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾـﻢ 3 ـ ﺑﺘـﺎ ـ ﻫﯿﺪروﮐﺴـﯽ 
اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿــﺪروژﻧـﺎز: ﻓﻌـﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾـﻢ در ﺑـﺎﻓﺮ ﺗﺮﯾــﺲ 
LCH، 51/0 ﻣﻮﻻر و 8=HP ﺣﺎوی 005 ﻣﯿﮑﺮوﻣﻮل DAN  
و ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا)ﭘﺮﮔﻨﻨـﻮﻟﻮن ( ﺑﻪ ﻣﻘﺪار 001 ﻣﯿﮑﺮوﻣﻮل در ﺣﺠﻢ 
ﻣﺤﻠﻮل ﺑﻪ ﻣﯿﺰان 5 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿﺘﺮ اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﺷﺪ. واﮐﻨﺶ آﻧﺰﯾﻤﯽ 
و ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا ﺑﺎ اﺿﺎﻓﻪ ﮐﺮدن آﻧﺰﯾﻢ )ﻣﺤﻠﻮل روﯾﯽ ﻫﻤــﻮژﻧـﻪ( 
ﺑﻪ ﻣﯿﺰان 001 ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ و اﻧﮑﻮﺑﻪ ﮐﺮدن در دﻣﺎی 73 درﺟﻪ 
ﺳﺎﻧﺘﯽﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت 09 دﻗﯿﻘﻪ ﺷﺮوع ﺷ ــﺪ. ﻫﻤﭽﻨﯿـﻦ واﮐﻨـﺶ 
آﻧﺰﯾﻤﯽ و ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا ﺑﺎ اﻓﺰودن 2 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿﺘﺮ از ﺑﺎﻓﺮ ﻓﺘﺎﻟﺪﺋﯿﺪ ﺑﺎ 
8=HP ﻣﺘﻮﻗﻒ ﮔﺮدﯾﺪ. ﭘﺲ از رﻓﻊ ﮐ ــﺪورت از ﻃﺮﯾـﻖ اﻧﺠـﺎم 
ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ در 0053 دور ﺑﻪ ﻣﺪت 02 دﻗﯿﻘ ــﻪ ﻣﺤﻠـﻮل روﯾـﯽ 
ﺑﺮداﺷﺘﻪ ﺷﺪ و ﺟﺬب ﻧﻮری ﻫﺮ ﯾﮏ از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ در ﻃﻮل ﻣﻮج 
594 ﻧـﺎﻧﻮﻣﺘﺮ ﺗﻮﺳـﻂ اﺳـﭙﮑﺘﺮ و ﻓﺘﻮﻣــﺘﺮ )ﺳﯿﺴــﯿﻞ 0201( 
اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﮔﺮدﯾﺪ. ﻓﻌــﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻤـﯽ ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﻣﻨﺤﻨـﯽ 
اﺳﺘﺎﻧﺪارد و ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻣﻘﺪار ﻧـﺎﻧﻮﻣﻮل HDAN ﺗﻮﻟﯿـﺪ ﺷـﺪه 
در ﺳﺎﻋﺖ در ﻫﺮ ﻣﯿﻠﯽ ﮔﺮم ﭘﺮوﺗﺌﯿـﻦ ﺑـﺎﻓﺖ ﺑﯿﻀـﻪ ﻣﺤﺎﺳـﺒﻪ 
ﺷﺪ. ﻣﻘﺪار ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑﺎﻓﺖ ﺑﯿﻀﻪ ﻧﯿﺰ ﺑــﻪ روش ﻟـﻮری ﺗﻌﯿﯿـﻦ 
ﮔﺮدﯾﺪ. ﺑﺮای دﺳﺖ ﯾــﺎﻓﺘﻦ ﺑـﻪ ﻧﻤـﻮدار اﺳـﺘﺎﻧﺪارد ﻣﺤﻠـﻮل 1 
ﻣﯿﻠـﯽ ﻣـﻮل از ﮐﻮآﻧﺰﯾــﻢ HDAN در آب ﻣﻘﻄــﺮ و ﻏﻠﻈــﺖ 
HDAN در ﻣﻘﺎدﯾﺮ ﻣﺘﻐﯿﺮ ﺻﻔﺮ ﺗﺎ 003 ﻧﺎﻧﻮﻣﻮل ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪ و 
ﭘﺲ از واﮐﻨﺶ دادن ﺑﺎ ﺣﺠﻢ ﺣﺪود 5/0 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿﺘﺮ ﺑ ــﺎ ﻣﻌـﺮف 
رﻧﮕﯽ و اﯾﺠﺎد رﻧﮓ، 2 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿﺘﺮ از ﺑﺎﻓﺮ ﻓﺘﺎﻟﺪﯾﯿﺪ ﺑﻪ ﻫﺮ ﯾﮏ از 
ﻟﻮﻟﻪﻫﺎی آزﻣﺎﯾﺶ اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﯾﺪ و ﻣﯿﺰان ﺟﺬب در ﻃﻮل ﻣﻮج 
594 ﻧـﺎﻧﻮﻣﺘﺮ ﺧﻮاﻧـﺪه ﺷـﺪ. ﺑـﺮای ﻣﻘﺎﯾﺴـﻪ ﻧﺘ ـــﺎﯾﺞ از روش 
آﻣﺎری tset-t-T tnedutS اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ. ﻣﻘـﺎدﯾﺮ ﺳﻨﺠـﺶ 
ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ 3 ـ ﺑﺘﺎ ـ ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳ ــﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿـﺪروژﻧـﺎز 
ﺑﺎﻓﺖ ﺑﯿﻀﻪ ﻣﻮش آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻣﯿﺎﻧﮕﯿﻦ و ﺧﻄــﺎی 
اﺳﺘﺎﻧﺪارد اراﺋﻪ ﺷﺪ و ﺑﺮای ﺑﺮرﺳﯽ ﺗﻔﺎوت ﺑﯿﻦ ﮔﺮوﻫﻬﺎ ﻧ ــﯿﺰ 
از آﻧﺎﻟﯿﺰ وارﯾﺎﻧﺲ اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪ و ﻣﻘﺪار 50/0<P ﻣﻌﻨﯽدار 
در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ. ﻧﻤﻮدارﻫﺎ ﺑ ــﺎ ﺑﺮﻧﺎﻣـﻪ اﮐﺴـﻞ 0002 رﺳـﻢ 
ﺷﺪﻧﺪ. 
 
ﻧﺘﺎﯾﺞ 
    ﻣﻨﺤﻨﯽ اﺳــﺘﺎﻧﺪارد اﻧـﺪازهﮔـﯿﺮی HDAN ﺗﻮﺳـﻂ اﺣﯿـﺎی 
ﺗـﺘﺮازوﻟﯿﻢ در ﻧﻤـﻮدار ﺷـﻤﺎره 1 ﻧﺸــﺎن داده ﺷــﺪه اﺳــﺖ.     
ﻏﻠﻈﺘﻬﺎی ﻣﺨﺘﻠﻒ HDAN ﭘـﺲ از واﮐﻨـﺶ دادن در ﺣﻀـﻮر 
ﻓﻨـﺎزن ﻣﺘﻮﺳـﻮﻟﻔﺎت و ﺑ ـــﺎﻓﺮ ﺗﺮﯾــﺲ ـ LCH)51/0 ﻣــﻮﻻر، 
8=HP( و اﯾﺠﺎد ﮐﻤﭙﻠﮑﺲ رﻧﮕﯽ در ﻃ ــﻮل ﻣـﻮج 594 ﻧـﺎﻧﻮﻣﺘﺮ 
اﻧـﺪازهﮔـﯿﺮی ﺷـﺪ. ﺳﯿﺴـﺘﻢ ﺳـﻨﺠﺶ ﻓﻌـﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾـﻢ در اﯾـﻦ 
ﭘﮋوﻫﺶ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺘﻬﺎی ﭘﺮﮔﻨﻨﻮﻟﻮن در ﻏﻠﻈﺘﻬﺎی ﻣﺘﻔﺎوت ﻧ ــﯿﺰ در 
ﻧﻤـﻮدار ﺷـﻤﺎره 1 ﻧﺸـﺎن داده ﺷـﺪه اﺳـﺖ. ﺳـﺮﻋﺖ واﮐﻨـﺶ 
آﻧﺰﯾﻤـﯽ ﺗ ـــﺎ ﻏﻠﻈــﺖ 052 ﻣﯿﮑﺮوﻣــﻮل در ﻟﯿــﺘﺮ ﺳﻮﺑﺴــﺘﺮا 
)ﭘﺮﮔﻨﻨﻮﻟﻮن(، ﺑــﻪ ﺻـﻮرت ﺧﻄـﯽ ﺑـﻮد. در ﺟـﺪول ﺷـﻤﺎره 1 
ﻓﻌـﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾـﻢ ﺑـﺎ روش ﮐــﺎﻟﺮﯾﻤﺘﺮﯾﮏ و اﺳــﭙﮑﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮی 
ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﺷﺪه اﺳﺖ.  
ﺟﺪول ﺷﻤﺎره 1- ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ 3 ـ ﺑﺘﺎ ـ ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ 
دﻫﯿﺪروژﻧﺎز ﺑﺎ 2 روش اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻤﯽ)ﻣﻘﺎدﯾﺮ ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻣﯿﺎﻧﮕﯿﻦ ±ﺧﻄﺎی 
اﺳﺘﺎﻧﺪارد اراﺋﻪ ﺷﺪه اﺳﺖ و ﺣﺎﺻﻞ ﺗﮑﺮار ﺣﺪاﻗﻞ 6 ﺑﺎر اﻧﺠﺎم آزﻣﺎﯾﺶ ﺑﻄﻮر ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ( 
ﻣﻘﺪار ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻤﯽ روش اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻤﯽ 
 31/0±45/0 ﻧﺎﻧﻮﻣﻮل در ﻣﯿﻠﯽﮔﺮم در دﻗﯿﻘﻪ روش اﺳﭙﮑﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮی 
61/0±46/1 ﻧﺎﻧﻮﻣﻮل در ﻣﯿﻠﯽﮔﺮم در دﻗﯿﻘﻪ روش ﮐﺎﻟﯿﻤﺘﺮﯾﮏ 
 
    ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 2 ﻧﺸﺎندﻫﻨﺪه ﺗﻐﯿﯿﺮات ﺳﺮﻋﺖ ﺑ ــﺮ ﺣﺴـﺐ 
ﻣﻘﺪار ﻋﺼﺎره آﻧﺰﯾﻤﯽ ﻣﯽﺑﺎﺷﺪ. ﺑﺎ ﻣﻘﺎدﯾﺮ ﻣﺘﻔﺎوت از ﻣﺤﻠـﻮل 
ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا ﮐﻪ ﺑﻪ ﻣﺤﻠﻮل ﺳﻨﺠﺶ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻤﯽ اﺿﺎﻓﻪ ﺷ ــﺪ، 
ﻣﺸﺨـﺺ ﮔﺮدﯾﺪ ﮐﻪ در ﻣﻘﺎدﯾﺮ ﺑﯿ ــﺶ از ﻣﻘـﺪار ﻣﻄﻤﺌـﻦ)001 
ﻣﯿﮑﺮوﻣﻮل( ﺳﺮﻋﺖ واﮐﻨﺶ آﻧﺰﯾﻤﯽ از ﻣﻘ ــﺪار ﺳﻮﺑﺴـﺘﺮا ﺑـﻪ 
ﺻﻮرت ﺧﻄﯽ ﺗﺒﻌﯿﺖ ﻧﻤﯽﮐﻨﺪ، ﺑﻨﺎﺑﺮاﯾﻦ ﺳﻮﺑﺴــﺘﺮا در ﺑﺨـﺶ 
اراﺋﻪ ﯾﮏ روش ﺟﺪﯾﺪ ﺑﺮای اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ                                                                                                   دﮐﺘﺮ دردی ﻗﻮﺟﻖ 
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ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻤ ــﯽ در ﺣـﺪ ﭘـﺎﯾﯿﻦﺗﺮ از 001 ﻣﯿﮑﺮوﻣـﻮل ﻣـﻮرد 
اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ ﺗﺎ راﺑﻄﻪ ﺑﯿﻦ ﺳﺮﻋﺖ واﮐﻨ ــﺶ آﻧﺰﯾﻤـﯽ و 
ﻣﺤﻠﻮل ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺧﻄﯽ ﺑﺎﺷﺪ.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 1- ﻣﻨﺤﻨﯽ اﺳﺘﺎﻧﺪارد اﻧﺪازهﮔﯿﺮی HDAN ﺗﻮﺳﻂ اﺣﯿﺎی 
ﺗﺘﺮازوﻟﯿﻢ. ﻣﻘﺎدﯾﺮ ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻣﯿﺎﻧﮕﯿﻦ ±ﺧﻄﺎی اﺳﺘﺎﻧﺪارد اراﺋﻪ ﺷﺪه اﺳﺖ و 
ﺣﺎﺻﻞ ﺗﮑﺮار ﺣﺪاﻗﻞ 6 ﺑﺎر آزﻣﺎﯾﺶ ﺑﻄﻮر ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ اﺳﺖ. 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 2- ﻣﻨﺤﻨﯽ ﺗﻐﯿﯿﺮات ﺳﺮﻋﺖ ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻣﻘﺪار ﻋﺼﺎره 
آﻧﺰﯾﻤﯽ ﺑﺮای آﻧﺰﯾﻢ 3 ـ ﺑﺘﺎ ـ ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز ﺑﯿﻀﻪ ﻣﻮش 
آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ ﺑﺎ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮای ﭘﺮﮔﻨﻨﻮﻟﻮن در ﺳﯿﺴﺘﻢ ﺳﻨﺠﺶ اﺳﺘﺎﻧﺪارد آﻧﺰﯾﻤﯽ. 
ﻣﻘﺎدﯾﺮ ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻣﯿﺎﻧﮕﯿﻦ ±ﺧﻄﺎی اﺳﺘﺎﻧﺪارد اراﺋﻪ ﺷﺪه اﺳﺖ و ﺣﺎﺻﻞ ﺗﮑﺮار 
ﺣﺪاﻗﻞ 6 ﺑﺎر آزﻣﺎﯾﺶ ﺑﻄﻮر ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ اﺳﺖ.   
    ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 3 اﺛﺮ ﻣﺪت زﻣﺎن اﻧﮑﻮﺑﺎﺳﯿﻮن را ﺑﺮ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 
آﻧﺰﯾﻢ 3 ـ ﺑﺘﺎ ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز ﺑﺎﻓﺖ ﺑﯿﻀﻪ 
ﻣﻮش آزﻣﺎﯾﺸ ــﮕﺎﻫﯽ ﻧﺸـﺎن ﻣﯽدﻫـﺪ ﻫﻤـﺎنﻃﻮر ﮐـﻪ در اﯾـﻦ 
ﻧﻤـﻮدار ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﯽﺷﻮد، ﺗﺎ زﻣﺎن 001 دﻗﯿﻘﻪ، ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ 
3 ـ ﺑﺘـﺎـ ﻫﯿﺪروﮐﺴـﯽ اﺳـﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿـﺪروژﻧـﺎز را ﻣﯽﺗــﻮان 
اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﻧﻤﻮد و ﻣﻨﺤﻨﯽ ﺗﺎ اﯾﻦ زﻣ ــﺎن ﺑـﻪ ﺻـﻮرت ﺧﻄـﯽ 
اﺳـﺖ.              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 3- اﺛﺮ ﻣﺪت زﻣﺎن اﻧﮑﻮﺑﺎﺳﯿﻮن ﺑﺮ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ 3 ـ 
ﺑﺘﺎ ـ ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز ﺑﯿﻀﻪ ﻣﻮش آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ. 
ﻣﻘﺎدﯾﺮ ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻣﯿﺎﻧﮕﯿﻦ ±ﺧﻄﺎی اﺳﺘﺎﻧﺪارد اراﺋﻪ ﺷﺪه اﺳﺖ و ﺣﺎﺻﻞ 
ﺗﮑﺮار ﺣﺪاﻗﻞ 6 ﺑﺎر اﻧﺠﺎم آزﻣﺎﯾﺶ ﺑﻄﻮر ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ اﺳﺖ. 
 
ﺑﺤﺚ  
    در اﯾـﻦ ﭘﮋوﻫـﺶ ﯾـﮏ روش ﮐـﺎﻟﺮﯾﻤﺘﺮﯾﮏ ﺳـﺎده ﺑ ـــﺮای 
اﻧﺪازهﮔﯿﺮی 3 ـ ﺑﺘﺎ ـ ﻫﯿﺪروﮐﺴﯽ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز در 
ﺑﯿﻀﻪ ﻣـﻮش آزﻣﺎﯾﺸـﮕﺎﻫﯽ ﺑـﻪ ﮐـﺎر ﺑـﺮده ﺷـﺪ. ﺟـﺎﯾﮕﺰﯾﻨﯽ 
اﯾﺪوﻧﯿـﺘﺮوازوﻟﯿﻢ ﮐﻠﺮاﯾـﺪ، ﻧﻤـﮏ ﺗــﺘﺮازوﻟﯿﻢ در اﯾــﻦ روش، 
ﻣﻮﺟﺐ اﻓﺰاﯾﺶ ﺗﻮاﻧﺎﯾﯽ اﯾـﻦ روش در اﻧـﺪازهﮔـﯿﺮی ﻓﻌـﺎﻟﯿﺖ 
آﻧﺰﯾﻢ اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ دﻫﯿﺪروژﻧﺎز ﺷﺪه اﺳﺖ.  
    در اﯾـﻦ روش ﻣﻘـﺪار HDAN ﺗﻮﻟﯿ ـــﺪ ﺷــﺪه از ﻃﺮﯾــﻖ 
اﮐﺴﯿﺪاﺳﯿﻮن اﺳﺘﺮوﯾﯿﺪ ﺑﺎﻓﺖ ﺑﯿﻀﻪ ﻣ ــﻮش آزﻣﺎﯾﺸـﮕﺎﻫﯽ و 
ﺟﻔﺖ ﮐﺮدن HDAN اﯾﺠﺎد ﺷﺪه ﺑﺎ واﮐﻨﺶ اﺣﯿﺎی ﺗﺘﺮازوﻟﯿﻢ 
 ﻖﺟﻮﻗ یدرد ﺮﺘﮐد                                                                                                   ﻢﯾﺰﻧآ ﺖﯿﻟﺎﻌﻓ یﺮﯿﮔهزاﺪﻧا یاﺮﺑ ﺪﯾﺪﺟ شور ﮏﯾ ﻪﺋارا
                       ناﺮﯾا ﯽﮑﺷﺰﭘ مﻮﻠﻋ هﺎﮕﺸﻧاد ﻪﻠﺠﻣ                                                                                1382 نﺎﺘﺴﻣز /37 هرﺎﻤﺷ /ﻢﻫد لﺎﺳ769
 یﺮﯿﮔهزاﺪﻧا ﯽﻫﺎﮕﺸﯾﺎﻣزآ شﻮﻣ ﻪﻀﯿﺑ ﺖﻓﺎﺑ زرﻮﻓﺎﯾد ﻂﺳﻮﺗ
 ﺪﯿﯾوﺮﺘــﺳا ﯽـــﺴﮐورﺪﯿﻫ ـ ﺎـﺘﺑ ـ 3 ﺖﯿﻟﺎـﻌﻓ راﺪـﻘﻣ ،ﺪـﯾدﺮﮔ
 رد لﻮﻣﻮﻧﺎـﻧ 1/64+0/16 ﺎــﺑ ﺮﺑاﺮﺑ ﺎﻣ شور ﺎﺑ زﺎﻧژورﺪﯿﻫد
 ﺮــ ﺑاﺮﺑ یﺮﺘﻣﻮﺘﻓوﺮﺘﮑﭙﺳا شورﺎﺑ ﺎﻣا دﻮﺑ ﻪﻘﯿﻗد رد مﺮﮔﯽﻠﯿﻣ
 ﺖـﺳد ﻪـﺑ ﻪـﻘﯿﻗد رد مﺮـــ ﮔﯽﻠﯿﻣ رد لﻮﻣﻮﻧﺎﻧ 0/54+0/13 ﺎﺑ
 P<0/05 ندﻮـﺑ رادﯽـﻨﻌﻣ ﺢﻄـﺳ ﺎــﺑ ﻞﻘﺘﺴﻣ T نﻮﻣزآ .ﺪﻣآ
 شور زا یرادﯽـــﻨﻌﻣ رﻮــــ ﻄﺑ ﺎــﻣ شور ﻪــﮐ داد نﺎــﺸﻧ
 ،راﺮـﮑﺗ ﺎـﺑ ﺲﻧﺎـﯾراو ﺰﯿﻟﺎـﻧآ .ﺖـﺳا ﺮﺘﻬـﺑ یﺮﺘﻣﻮﺘﻓوﺮﺘﮑﭙﺳا
 شور و ﺎــــــ ﻣ شور ﻦــــﯿﺑ ار یرادﯽــــﻨﻌﻣ فﻼــــﺘﺧا
 ﻦـﯾا رد ﻪـﺘﻓر رﺎـﮐ ﻪـﺑ شور .داد نﺎــﺸﻧ یﺮﺘﻣﻮﺘﻓوﺮﺘﮑﭙﺳا
 ﺪﯿﯾوﺮﺘـﺳا ﯽـﺴﮐورﺪﯿﻫ ـ ﺎـ ﺘﺑ ـ 3 ﻢﯾﺰﻧآ ﺖــﯿﻟﺎﻌﻓ ﺶــﻫوﮋﭘ
 ﻪــ ﺑ ،دﻮﺒﻧ یﺮﯿﮔهزاﺪﻧا ﻞﺑﺎﻗ UV شور ﻪﺑ ﻪﮐ ار زﺎﻧژورﺪﯿﻫد
 ﺖﯿﻟﺎـﻌﻓ  ﻪـﮐ دﻮـﻤﻧ یﺮﯿـﮔهزاﺪﻧا نازﺎﻣرﻮﻓ یﻻﺎﺑ بﺬﺟ ﻞﯿﻟد
 ﻪـﺑ ﻪـﻀﯿﺑ ﺖﻓﺎـﺑ ﻦـﯿﺌﺗوﺮﭘ مﺮـﮔﯽـﻠﯿﻣ 0/5 دوﺪـﺣ ﺎــ ﺗ ﻢﯾﺰﻧآ
 هﺪــ ﻣآ ﺖﺳد ﻪﺑ یﺎﻫﻪﺘﻓﺎﯾ .(1 هرﺎﻤﺷ رادﻮﻤﻧ)دﻮﺑ ﯽﻄﺧ ترﻮﺻ
 نﺎـﻘﻘﺤﻣ ﺮﯾﺎﺳ ﻂﺳﻮﺗ هﺪﺷ شراﺰﮔ ﺞﯾﺎﺘﻧ ﺎﺑ ﺶﻫوﮋﭘ ﻦﯾا رد
 ﯽـﻤﯾﺰﻧآ ﮏـﯿﺘﻨﮐ ﻪـﻌﻟﺎﻄﻣ ﻦـﯾا رد .(4 و2)ﺖـﺳا ﻪــﺴﯾﺎﻘﻣ ﻞﺑﺎﻗ
 رد زﺎــ ﻧژورﺪـﯿﻫد ﺪﯿﯾوﺮﺘـﺳا ﯽـﺴﮐورﺪﯿﻫ ـ ﺎـﺘﺑ ـ 3 ﻢـﯾﺰﻧآ
 راﺮـﻗ ﯽـﺳرﺮﺑ درﻮـﻣ اﺮﺘـﺴﺑﻮﺳ ﺖـﻈﻠﻏ و نﺎــ ﻣز ﺎﺑ طﺎﺒﺗرا
 ﺖﻋﺮـﺳ) لوا ﻪﺟرد ﯽﻤﯾﺰﻧآ ﮏﯿﺘﻨﮐ .(3 و2 هرﺎﻤﺷ رادﻮﻤﻧ)ﺖﻓﺮﮔ
 100 ﺎــــﺗ و ﻪــﻘﯿﻗد 120 نﻮﯿــﺳﺎﺑﻮﮑﻧآ نﺎــﻣز رد (ﻪــﯿﻟوا
 ،ﻪـﯿﻟوا ﺖﻋﺮﺳ ﻦﯿﺑ ﻪﻄﺑار .دﻮﺑ اﺮﺘﺴﺑﻮﺳ ﺮﺘﯿﻟ رد لﻮﻣوﺮﮑﯿﻣ
 و ﻪـﻘﯿﻗد 120 نﺎـﻣز ﺎـﺗ ﺐــ ﯿﺗﺮﺗ ﻪﺑ اﺮﺘﺴﺑﻮﺳ راﺪﻘﻣ و نﺎﻣز
 ﯽﻄﺧ ترﻮﺻ ﻪﺑ ﺮﺘﯿﻟ رد لﻮﻣوﺮﮑﯿﻣ 100 یاﺮﺘﺴﺑﻮﺳ راﺪﻘﻣ
 ﺮﯾﺎـﺳ رد ﻢـﯾﺰﻧآ ﺖﯿﻟﺎـﻌﻓ یﺮﯿـﮔهزاﺪــﻧا یاﺮﺑ ﺎﻣ شور .دﻮﺑ
  .ﺪﺷﺎﺑﯽﻣ هدﺎﻔﺘﺳا ﻞﺑﺎﻗ ﺰﯿﻧ ﮏﯿﻧژوﺮﺘﺳا یﺎﻬﺘﻓﺎﺑ
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DEVELOPMENT OF A NEW METHOD FOR DETERMINATION OF 3β-HYDROXY STEROID
DEHYDROGENASE ACTIVITY  
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D. Qujeq, PhD  
ABSTRACT
    3 beta-Hydroxy-Delta-5-steroid dehydrogenase is an important key anzyme of steroid hormone
biosynthesis, which is involved in catalyzing the conversion of pregnenolone to progesterone in the
biosynthesis of steroid sex hormones. This complex enzyme is the second enzyme in the steroid hormone
biosynthesis pathway and it is identified as an autoantigenic target. In this study, a simple method is
presented for the quantitative assay of 3β-Hydroxy steroid dehydrogenase activity in testis of rat. An
excess of pregnenolone was incubated with several concentrations of whole testis homogenate. The
reaction mixture containing the pregnenolone, NAD, isonitrotetrazolium in 0.15 M Tris-HCL
buffer(PH=8) and the enzyme extract from testis of rat was incubated for 1.5 at 37°c. Absorbance at 495
nm was read in a spectrophotometer. The results showed that 3-β-hydroxy steroid dehydrogenase activity
was linear with time and protein concentration. The present method can easily be performed and is
sensitive enough to assay 3-β-hydroxy steroid dehydrogenase activity in rat testis.
Key Words:   1) 3 β-hydroxy steroid dehydrogenase    2) Rat testis  3) Spectrophotometer
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